メチル水銀の細胞内標的分子の解明 by 永沼  章
メチル水銀の細胞内標的分子の解明
著者 永沼  章
URL http://hdl.handle.net/10097/45455
｢~~~~~~~二
9サZi00LEOOO
(封礎健等過去蕃笥妄¥毒¥非輩)
妻　か¥　暴挙射基地
FE垂ラー野太
量尊敬¥野26地((Z)(g)36姐耳管)等堵教書甚胎毒他者垂e T野立～箪垂Z I 3y立
(T600L予Z T　岳馨暫濃)
的鱒0主音崩封印邸聯0帝碑1(f f
メチル水銀の細胞内標的分子の解明
(課題番号　12470091)
平成1 2年度～平成1 3年度科学研究費補助金(基盤研究(B)(2))研究成果報告書
平成14年3月
研究代表者　永沼　章
(東北大学大学院薬学研究科教授)
は　し　がき
中枢神経障害を主症状とする水俣病は,メチル水銀による環境汚染が原因となっ
てひきおこされた公害病として良く知られている｡メチル水銀による環境汚染は
特に発展途上国などで極度に進行しつつあり,世界的な社会問題となっている｡
メチル水銀が示す中枢神経毒性の発現機構に関しては,これまで数多くの検討が
世界中で行われてきた｡しかし,基礎的知見は集積されたもののその機構は水俣
病の発症が確認されてから4 0年以上が経過した現在も不明のままであり,解明
のための糸口さえほとんど得られていない｡
本申請者らはメチル水銀の毒性発現機構を解明するためには,まず,メチル水
銀毒性の標的となる細胞内分子を明らかにすることが必須と考え,メチル水銀毒
性の標的分子をコードする遺伝子を酵母遺伝子ライブラリー中から検索した｡そ
して,得られた多数の候補遺伝子についての詳細な検討から,ごく最近, L-グルタ
ミン: D-フルクト-スー6-リン酸アミドトランスフェラーゼ(GFAT)がメチル水銀毒
性の標的分子である可能性を兄いだした(FEBSLett. 1999) 0 GFATはグルタミン
とフルクトスー6-リン酸からグルコサミン6-リン酸を生成する反応を触媒し,酵母
のみならず,ヒトをはじめとした噛乳動物細胞の増殖に必須の酵素である｡メチ
ル水銀はこのGFATの活性を阻害することから､本酵素がメチル水銀の細胞内標的
分子である可能性も考えられる｡そこで本研究では,このGFAT活性とメチル水銀
毒性との関係を詳細に検討し､本酵素がメチル水銀の標的分子であるか否かを明
らかにする｡
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メチル水銀の細胞内標的因子としてのGFATの可能性
旦_｣塑
我々は出芽酵母を用い､酵母遺伝子ライブラリーからメチル水銀耐
性を与える遺伝子のスクリーニングを試みてきた｡その結果､ GFAT
をコードする遺伝子であるGFAlを得ることに成功した｡このGFAI通
伝子を導入しGFATを高発現させた酵母は､塩化第二水銀や他の重金
属化合物に対しては交叉耐性を示さないことから､ GFATがメチル水
銀に特異的な細胞内標的因子である可能性も考えられている｡そこで､
細胞内へのメチル水銀の取り込み量と残存GFAT活性との関係などを
調べることによって､ GFATがメチル水銀の細胞内標的因子であるか
否かの検討を行った｡
実数方法
(1)実験材料､実験器具
酵母:出芽酵母(SacchaLWJmS Cet℃tdsLae) W303B棟(MAThis3 can1-100 ade2 leu2 trpl
ura3)
sDM培地: 0.67% yeastmi叫gen base, 2% glucose, 40mgn ademine, 20mgA histidine,
60mgn leucine, 40mgn tryptophan, 20 mgn uracil･ 1･3 gA dorout powder
メチル水銀即eHgCl)東京化成工業
D-グルコサミンP-Glucosamine) Sigma
リン酸水素二ナトリウム(di-SodiumHydorogenphosphate･ 12HP)ナカライ
EUrA　但thylendiaminetetraacetic acid Disodium salt･ 2H20)ナカライ
D-グルコースー6-リン酸P-glucose鳩-phospate)ナカライ
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ガラスビーズ(Glass Beads) Sigma
D-フルクト-スー6-リン酸P-Fluctose-61phosphate)ナカライ
L-グルタミン(L-Glutamine)ナカライ
D-グルコサミンー6-リン酸(D-Glucosamine-6-phosphate) Sigma
無水酢酸(Acetic Anhydride)ナカライ
炭酸水素ナトリウム即aHCOJナカライ
p-}メチルアミノベンズアルデヒドb-Dimethylaminobenzaldehyde)ナカライ
酢酸(Ace也c Acid)ナカライ
塩酸(Hydrochloric acid)ナカライ
BSA (Albuminfrom Bovine serum) Sigma
硝酸(nltric acid)ナカライ
次亜塩素酸(Hypochlorous acid)ナカライ
なお､試薬は全て特級のものを使用した
吸光度計; UV-150 (島津製作所)
96wellプレート用吸光度計; 96wellマイクロプレートリーダー
(SLT LABINSTRUMENTS AUSTRIA)
GFAT高発現株(W303B/GFAl) :本研究室で作製された株を用いた｡酵母ゲノムラ
イブラリー由来のGFAlのみを含むフラグメントを制限酵素EcoRIで切り出し､
pYES2ベクターにサブクローニングした後に酵母ON303B)に導入しGFAT高発現株
叩303B/GFAl)とした｡一方空ベクターpYES2を酵母(W303B)に導入し
(W303B/pYES2)とした｡
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(2)酵母抽出液(Ⅰ)の調製
酵母(W303B)をSDM培地に植菌し30℃で一晩培養した後･この培養
液をlX106cells/mlになるように100mlのSDM培地に希釈し･ 30℃で3
時間振返培養した｡ここで得られた菌体を1･500X g､ 5分間､ 4℃で
遠心して沈澱として集菌し､氷冷した抽出バッファー(0･2Mリン酸ナ
トリウムpH7･0･ lmMEDTA､ 12mMD-グルコースー6-リン酸)に懸濁
して1.5mlのプラスチックチューブに移した｡この菌体を氷冷した抽
出バッファーで三回洗浄した後･ 600mlの抽出バッファー及びo･4gの
ガラスビーズを加え､ 4℃で20分間激しく擾拝して菌体を被砕後､
1,200xg､ 20分間､ 4℃で遠心し､その上清を酵母抽出液(Ⅰ)としたo
(3) GFAT活性の測定
50mlの酵母抽出液(Ⅰ)を最終濃度で6mMのD-フルクト-スー6-リン
酸､ 12mMのL-グルタミン･ 1･25mMのEDTA､ 40mMのリン酸ナトリ
ウム緩衝液(pH7･5)となるように調整した反応液450mlに添加し･ 37
℃で120分間インキュベ-トした後､沸騰水浴中で3分間加熱して酵素
反応を停止させ､ 12,000xg･ 10分間､ 4℃で遠心して加熱上清を得
た｡次いで､この加熱上清中のグルコサミンー6-リン酸を
EIson-Morgan法の変法で定量した｡すなわち､先の加熱上清400mlに
飽和炭酸ナトリウム水溶液を50mlおよび10%無水酢酸水溶液を50ml加
ぇ､沸騰水浴中で3分間で加熱した｡引き続き､ 0･8Mのホウ酸ナトリ
ゥム水溶液を100ml加えて沸騰水浴中で3分間加熱し､冷却後･エール
リッヒ試薬(6.7mMp-ジメチルアミノベンズアルデヒドのlM塩酸含
む酢酸溶液)を3ml加え､ 37℃で20分間振塗した｡反応終了後､ 585nm
Ilo-
の吸光度を測定し､検量線法によりグルコサミンー6-リン酸の生成量を
求めた｡酵素活性は酵素反応の結果1分間に生成するグルコサミンー6
-リン酸の量(nmol)を蛋白質1mg当たりに換算した値(nmol/分/mg蛋白
質)で示した｡蛋白質濃度は5倍に希釈したDye-binding試薬
(BIO-RAD)200mlに細胞抽出液を10ml添加し15分間反応させた後､
620nmにおける吸光度を測定し､標準物質としてBSAを用いた検量線
法で求めた｡
(4)酵母の増殖に対するメチル水銀の影響
酵母(W303B/GFAl及びW303B/pYES2)をSDM培地に植菌し30℃で
一晩培養した後､この培養液をlxlO6cells/mlになるようにSDM培地
にて希釈し､ 14mlチューブに2mlずつ分注後､この培養液にメチル水
鋲をo-4mMの各濃度になるように添加して30℃で24時間振塗培養した｡
毒性の指標となる成長率は培養液の濁度に基づく相対値として表わす
こととし､酵母培養液を96wellプレートに200mlづつ採り､その
620nmにおける吸光度により求めた｡
(5)メチル水銀毒性に対するグルコサミンの効果
酵母(W303B/GFAl)及び(W303B/pYES2)をSDM培地に植菌して30
℃で一晩培養した後､この培養液をlxlO6cells/mlになるようにSDM
培地で希釈し､ 14mlチューブに2mlずつ分注後､この培養液にグルコ
サミンを0-25mMになるように添加して30℃､ 1時間振返培養した｡さ
らにメチル水銀を0-4mMの濃度になるように添加後､さらに30℃で24
時間振畳培養した｡毒性は､ (4)と同様に培養液の濁度に基づき求め
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た｡
(6)水銀の酵母への取り込み量の比較
メチル水銀で処理した酵母中の水銀量を･湿式灰化法を用いた還元
気化-原子吸光法により測定した｡酵母(W303B/GFAl及び
W303B/pYES2)をSDM培地に植菌して30℃で一晩培養した後､この培
養液をlX106cells/mlになるようにSDM培地で希釈し､この菌懸濁液
20mlにメチル水銀を0-4mMになるように加えて30℃あるいは氷冷下
(非特異的吸着量を補正するため)で3時間培養した｡ここで得られたそ
れぞれの菌体を1,500Ⅹg､ 5分間･ 4℃で遠心して集菌し､氷冷した抽
出バッファー800mlに懸濁して1･5mlのプラスチックチューブに移し､
この菌体を氷冷した抽出バッファーで4回洗浄したものを試料とした｡
試験管に試料を採り､ HNO3-HCIO(4‥1)混液5mlを加えてまず100℃
で1時間加熱後､さらに200℃で1時間加熱した｡放冷後､蒸留水を加
ぇて内容量を正確に5mlとし､その一部を用いて自動水銀分析装置に
ょり総水銀量を測定した｡なお､検量線作成のための標準物質として
は塩化第二水銀を用いた｡得られた結果から酵母lxlO6cells当たりに
含まれる水銀量を求め､さらに･ 30℃で培養した酵母の水銀量から､
氷冷下で培養した酵母の水銀量を差し引くことで･酵母lxlO6cells当
たりに取りこまれた水銀量を求めた｡
(7) In vitTOにおけるメチル水銀の酵素活性阻害
(酵母抽出液(I)を用いた各酵素活性測定)
a)酵母抽出液(Ⅰ)の調製
ー12-
上記参照
b)GFAT活性の測定
50mlの酵母抽出液(Ⅰ)を最終濃度で6mMのD-フルクト-スー6-リン
酸､ 12mMのL-グルタミン､ 1.25mMのEDTA､ 40mMのリン酸ナトリ
ウム緩衝液(pH7.5)および0-4mMのメチル水銀となるように調整した
反応液450mlに添加し､ 37℃で2時間インキュベ-トした後､ GFAT活
性を第一章で述べた方法により測定した｡
C)アルコールデヒドロゲナ-ゼ(ADH)活性の測定
96wellプレートを用いて測定した｡酵母抽出液(Ⅰ)(10-50ml)を最終
濃度で1.4mMのNAD､ 50mMのTris･HCl緩衝液(pH7.3)および0-4mM
メチル水銀になるように調整した反応液(最終容量180ml)に添加し､
37℃で3分間インキュベ-トしたのち､ 500mMのエタノール20mlを加
えて340nmの吸光度の経時変化をマイクロプレートリーダーを用いて
測定した｡
d)グルタチオンレダクタ-ゼ(GR)活性の測定
96wellプレートを用いて測定した｡酵母抽出液(Ⅰ)(10-50ml)を最終
濃度で0.4mMのNADP､ 100mMのリン酸カルシウム緩衝液(pH7.0)忠
よび0-4mMメチル水銀になるように調整した反応液(最終容量180ml)
に添加し､ 37℃で3分間インキュベ-トしたのち､ 25mMの酸化型グル
タチオン20mlを加えて340nmの吸光度の経時変化をマイクロプレート
リーダーを用いて測定した｡
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e)乳酸デヒドロゲナ-ゼ(LDH)活性の測定
96wellプレートを用いて測定した｡酵母抽出液(I)(10-50ml)を最終
濃度で0.4mMのNADH､ 50mMのリン酸カルシウムー100mMKCl緩衝液
(pH7.0)および0-4mMメチル水銀になるように調整した反応液(最終容
量180ml)に添加し､ 37℃で3分間インキュベ-トしたのち､ 50mMの
ピルピン酸ナトリウム20mlを加えて340nmの吸光度の経時変化をマイ
クロプレートリーダーを用いて測定した｡
それぞれの酵素活性は､吸光度の変化量を基に1分間に減少した
NAD､ NADPH､ NADHの量(nmol)を蛋白質1mg当たりに換算した値
(nmol/分/mg蛋白質)で表した∴なお､蛋白質の定量はBSAを標準物質
とし色素吸着法で測定した｡
(3) Michaelis定数(Km)と阻害定数(Ki)
Mi｡ha｡lis定数(Km)は下記の条件における酵素活性から
LineweaveトBurk解析により､また阻害定数(Ki)はDixon解析により
求めた｡
GFATの場合､基質となるD-フルクト-スー6-リン酸の濃度範囲を
1_6mMとし､阻害剤であるメチル水銀の濃度範囲を0-3mMとし酵素活
性を測定した｡
ADHの場合は､基質であるエタノール濃度範囲を2-20mMとし､メ
チル水銀の濃度範囲を0-75mMとし酵素活性を測定した｡
GRは､基質である酸化型グルタチオンの濃度範囲は1-12･5mMとし
メチル水銀の濃度範囲を0-100mMとし酵素活性を測定した｡
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LDHは､基質であるピルビン酸ナトリウムの濃度範囲は2-5mMとし､
メチル水銀の濃度範囲を0-75mMとし酵素活性を測定した｡
(8) In yl･voにおけるメチル水銀の酵素活性阻害
(酵母抽出液(ⅠⅠ)を用いた各酵素活性測定)
a)酵母抽出液(ⅠⅠ)の調製法
酵母(W303B)をSDM培地に植菌し30℃で一晩培養した後､この培養
液をlxlO6cells/mlになるようにSDM培地で希釈し､この菌懸濁液に
メチル水銀を0-4mMになるように加え､ 30℃で3時間振塗培養した｡
この菌体を1,500x g､ 5分間､ 4℃で遠心して集菌し､氷冷した抽出
バッファー(0.2Mリン酸ナトリウム(pH7.0)､ lmMEDTA､ 12mM D
-グルコースー6-リン酸)に懸濁して1.5mlのプラスチックチューブに移
した｡この菌体を氷冷した抽出バッファーで3回洗浄した後､ 600mlの
抽出バッファー及び0.4gのガラスビーズを加え､ 4℃で20分間激しく
擾拝した後に､ 1,200x g､ 20分間､ 4℃で遠心し､その上清を酵母抽
出液(ⅠⅠ)とした｡
b)GFAT活性の測定
50mlの酵母抽出液(ⅠⅠ)を最終濃度で6mMのD-フルクト-スー6-リ
ン酸､ 12mMのL-グルタミン､ 1.25mMのEDTAおよび40mMのリン酸
ナトリウム緩衝液(pH7.5)となるように調整した反応液450mlに添加し､
37℃で2時間インキュベ-ト後､それぞれの条件におけるGFAT活性を
第一章で述べた方法にしたがい測定した｡
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C)ADH活性の測定
96wellプレ-トを用いて測定した｡酵母抽出液(ⅠⅠ)(10150ml)を最終
濃度で1.4mMのNADおよび50mMのTris･HCl緩衝液(pH7･3)になるよ
うに調整した反応液(最終容量180ml)に添加し､ 37℃で3分間インキュ
ベ-トしたのち､ 500mMのエタノール20mlを加えて340nmの吸光度
の変化をマイクロプレートリーダーを用いて測定した｡
d)GR活性測定法
酵母抽出液(ⅠⅠ)を用い先に述べた測定方法にしたがい､酵素活性を
求めた｡
e)LDH活性測定法
酵母抽出液(ⅠⅠ)を用い先に述べた測定方法にしたがい､酵素活性を
求めた｡
結果及び考察
我々はメチル水銀に対して耐性を与える遺伝子としてGFAlを兄い
だした｡このGFAlがコードしている酵母GFATがメチル水銀の細胞内
標的因子である可能性が考えられる○　そこで､メチル水銀の細胞毒性
発現とGFAT活性との関係について検討した｡
まず､ GFATの高発現がメチル水銀の細胞毒性に与える影響を検討
した｡ GFATをコードしている遺伝子GFAlを導入した酵母
(W303B/GFAl)と､対照となる酵母(W303B/PYESZ)のGFAT活性を
それぞれ測定したところGFAl導入酵母(W303B/GFAl)は対照酵母
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(W303B/pYES2)と比較して約10倍高いGFAT活性を示した(Fig･ 1)｡
そこで両者(W303B/GFAl及びW303B/pYES2)のメチル水銀に対する
感受性を､紳胞生存率を指標として比較した｡その結果､対照となる
酵母(W303B/pYES2)では2.5mM以上のメチル水銀によって細胞生存
率が著しく低下したのに対して､ GFATが高発現している
W303B/GFAl株では､同様の濃度では細胞毒性がほとんど認められな
かった｡この結果からGFATが高発現すると酵母に対するメチル水銀
の毒性が発現しにくくなるものと考えられる(Fig. 2)｡この知見は､
｢酵母が生存する上で必要なGFAT活性には閉値が存在し､通常レベ
ルのGFAT活性しか持たない酵母では比較的低濃度のメチル水銀によ
りGFATの機能が阻害され､この圃値以下に活性が低下しまった結果
細胞毒性が発現するが､ GFATを高発現させた酵母では､ GFAT活性が
開値以下までにされるにはより高濃度のメチル水銀が必要となる｣と
いう作業仮説を支持している｡
しかし､ W303B/GFAl株の紳胞内で高発現されたGFATが単にメチ
ル水銀との親和性の高い蛋白質であり､細胞内に取りこまれたメチル
水銀をトラップし､紳胞内の遊離のメチル水銀量が減少した結果毒性
が軽減されるという可能性も否定できない｡そこで､ GFATを高発現
させる代りに､ GFATが触媒する反応の生成物であるグルコサミンー6
-リン酸の細胞内濃度を高めることによって､メチル水銀の毒性軽減が
確認されれば､先の作業仮説を補完できると考え､細胞膜を通過し､
細胞内でグルコサミンー6-リン酸に変換されることが知られているグル
コサミンを培地中に添加した際のメチル水銀に対する酵母の感受性を
検討した｡その結果､添加したグルコサミンの濃度に依存してメチル
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水銀毒性の軽減が認められた(Fig. 3)｡このようにメチル水銀による
細胞毒性がGFATの反応生成物であるグルコサミンー6-リン酸の供給に
ょっても軽減されたことから､ GFATは単にメチル水銀をトラップす
ることで紳胞毒性を軽減しているのではないことが明らかとなった｡
しかしその他に､ GFATはへキソサミン生合成の初発反応を担って
おり､へキソサミンは紳胞膜に多く存在しているスルフィンゴ糖脂質
などの原料となることから､ GFATの高発現やグルコサミン添加によ
り細胞膜が強化され､その結果としてメチル水銀の細胞内への取りこ
みが抑制されて細胞毒性が軽減されている可能性も考えられる｡そこ
でメチル水銀を添加した培地中で3時間培養したGFAT高発現酵母
(W303B/GFAl)と対照となる酵母(W303B/pYES2)の紳胞内に存在し
ている水銀量を原子吸光法により測定した｡その結果､両者の間で有
意な水銀量の差は認められず､ GFATの高発現やグルコサミン添加が
メチル水銀の細胞内濃度に影響を与えないことが確認された(Fig･ 4)0
本研究によって､ GFATの高発現がメチル水銀の細胞蓄積濃度に影
響を与えることなくメチル水銀の細胞毒性を軽減すること､さらに
GFATの反応生成物であるグルコサミンー6-リン酸の供給によっても同
様にメチル水銀毒性の軽減が認めれたことが明らかになった｡この結
果はGFATがメチル水銀の細胞内標的因子であり､メチル水銀がGFAT
の機能を阻害することによって細胞毒性を発現しているという可能性
を強く示唆している｡
GFATがメチル水銀の細胞内標的因子であることが示されたが､メ
チル水銀はGFAT以外のSH酵素も阻害することが知られている｡そこ
でGFATと同様にSH酵素であるアルコールデヒドロゲナ-ゼ(ADH)､
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グルタチオンレダクタ-ゼ(GR)､乳酸デヒドロゲナ-ゼ(LDH)と比較
しながら､メチル水銀のGFAT活性に対する影響を検討した｡
まずGFAT､ ADH､ GRおよびLDHの各酵素活性に対するメチル水銀
の影響をin vitTOで調べた(Fig. 5)｡酵母の抽出液(Ⅰ)に0-4mMのメチ
ル水銀を添加しGFAT活性を測定したところ､メチル水銀の添加量依
存的にGFAT活性の阻害が認められた｡一方､同様に酵母の抽出液(Ⅰ)
に0-4 Mのメチル水銀を添加しADH､ GR､ LDHの酵素活性を測定した
ところ､これらの酵素活性はGFATの酵素活性がほぼ完全に阻害され
た4mMのメチル水銀添加によってもほとんどその酵素活性は阻害され
なかった｡次に､メチル水銀の存在下で培養した酵母の抽出液(ⅠⅠ)中
のGFAT活性と添加したメチル水銀濃度の関係を検討した｡その結果､
メチル水銀が2mMでもGFAT活性は著しく阻害を受けたが､その他の
酵素ではほとんど酵素活性の阻害は認められなかった(Fig. 6)｡以上
の結果からGFATはメチル水銀により選択的に阻害される可能性が考
えられた｡そこで､ GFATを始めとする4種類の酵素について､ ill
vitTOでのメチル水銀による阻害定数(Ki)を求めた｡測定の結果GFAT
に対するメチル水銀の阻害定数(Ki)は約4mMであった(Table. 1)(Fig.
7)｡この値はADHやGR､ LDHなどに対するメチル水銀の阻害定数
(Table. 1)に比べ約1/10程度の低い値であり､ GFATの酵素活性が､他
の酵素に比べてかなり低い濃度のメチル水銀によって阻害されると考
えられる｡なお､これらの酵素のメチル水銀による阻害形式はいずれ
も非競合的阻害であった｡これはメチル水銀がそれぞれの酵素の基質
と競合せず､酵素の活性中心にあるシステイン残基のスルフヒドリル
基に直接結合して酵素を阻害していることを示している｡ GFATが他
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のSH酵素と比べメチル水銀によって阻害を受け易い理由の一つとして､
ADHやGRなどの活性中心のシステイン残基はアミノ酸配列の中ほど
に存在しているのに対して､ GFATの活性中心にあるシステイン残基
はアミノ酸配列上N末端から二番目に位置しているため(Fig. 8)､立体
障害が小さく､反応性が高い可能性も考えられる｡
以上の結果より､ GFATはメチル水銀によって選択的にその酵素活
性が阻害される　…メチル水銀特異的な細胞標的因子"であると考えら
れた｡
ー20-
pYES2　　　GFA 1
Fig. 1 GFAT activity of GFAl･transformant
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Fig. 3　Effect ofglucosamine on toxicity of
MeHgCl in Sacchwomyces cerevisiae
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Fig･ 4 Mercury concentration
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Fig･ 6 Effect of MeHgCl on activity of SH
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T　　3.0 y = 0.203Ⅹ + 0.819　r = 0.957　　Ki=4.03
▲　　1.5　　y = 0.378Ⅹ + 1.623　r = 0.944　　Kid.29
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Fig. 7･l Dixon plot of GFAT for MeHgCl
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●　　20.0 y=3.406Ⅹ+172.384　r=0.987　Ki=50･61
I　10.0 y=4･095Ⅹ+216･120 r=0･991 Ki=52･78
▲　5.0 y=4･930Ⅹ+242･869 r=0･995　KId9･26
ト　2.0 y=6･052Ⅹ+295･816 r=0･995　KId8･88
Inhibition constant Ki = 50.30 (LIM)
Fig･ 7･2 Dixon plot of ADH for MeHgCl
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Fig. 7-3 Dixon Plot of GR for MeHgCl
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Fig･ 7･4 Dixon Plot ofLDH for MeHgCl
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<Sacchwomyces cerel,isiae :glutamineHfructose-6･phosphate transaminase> (EC 2.6.1.16)
N末端-- 1 MeGIFGYCNYLVERSRGEIIDTLVDGLQRLEYRGYDSTGIAIDGDEADSTFIYKQIGKVSALKEEITKQN
7 1 PNRDVTFVSHCGIAHTRWATHGRPEQVNCHPQRS DPEDqFVVVHNGIITNFRELKTLLIN KGYKFESDTD
1 4 1 TECIAKLYLHLY NTNLqNGHDLDFHELTKLVLLELEGS YGLLCKS CHYPNEVIATRKGSPLLIGVKSEKK
2 1 1 LKVDFVDVEFPEENAGQPEIPLKSNNKSFGLGPKKAREFEAGSQNANLLPIAANEFNLRHSQSRAFLSED
28 1 GS PTPVEFFVS S DAAS VVKHTKKVLFLEDDDLAHIYDGELHIHRSRREVGASMTRSIQTLEMELAQIMKG
3 5 1 PYDHFMQKEIYEQPESTFNTMRGRIDYENNKVILGGLKAWLPVVRRARRLIMIACGTS YHSCLATRAIFE
42 1 ELSDIPVSVELASDFLDRKCPVFRDDVCVFVSQSGETADTMLALNYCLERGALTVGIVNSVGSSISRVTH
49 1 CGVHINAGPEIGVASTKAYTSQYIALVMFALSLSDDRVSKIDRRIEIIQGLKLIPGQIKqVLKLEPRIKK
5 6 1 LCATELKDqKS LLLLGRGYQFAAALEGALKIKEIS YMHSEGVLAGELKHGVLALVDENLPIIAFGTRDS L
63 1 FPKVVSSIEQVTARKGHPIIICNENDEVWAQKSKSIDLQTLEVPQTVDCLqGLINIIPLqLMS YWLAVNK
701 GIDVDFPRNLAKSVTVE l- C末端
C : Active center of GFAT
<Human :glutamine-fructose･6･phosphate transaminase> (EC 2.6.1.16)
N末端-- 1 MeGIFAYLNYHVPRTRREILETLIKGLQRLEYRGYDSAGVGFDGGNDKDWEANAC KTQLIKKKGKVKALD
7 1 EEVHKQqDMDLDIEFDVHLGIAHTRWATHGEPS PVNSHPqRSD KNNEFIVIHNGIITNYKDLKKFLES KG
1 4 1 YDFESETDTETIAKLVKYMYDNRES (〕DTSFTTLVERVIQqLEGAFALVFKS VHFPGQAVGTRRGS PLLIG
2 1 1 VRSEHKLSTDHIPILYRTGKDKKGSCNLSRVDSTTCLFPVEEKAVEYYFASDASAVIEHTNRVIFLEDDD
28 1 VAAVVDGRLSIHRIKRTAGDHPGRAVQTLQMELQQIMKGNFSSFMQKEIFEqPESVVNTMRGRVNFDDYT
3 5 1 VNLGGLKDHIKEIQRCRRLILIACGTSYHAGVATRQVLEELTELPVMVELASDFLDRNTPVFRDDVCFFL
42 1 SQSGETADTLMGLRYCKERGALTVGITNTVGS S ISRETDCGVHINAGPEIGVASTKAYTSqFV SLVMFAL
49 1 MMCDDRISMQERRKEIMLGLKRLPDLIKEVLSMDDEIqKLATELYHqKS VLIMGRGYHYATCLEGALKIK
5 6 1 EITYMHS EGILAGELKHGPLALVDKLMPVIMIIMRDHTYAKCQNALQQVVARQGRPVVICDKEDTETIKN
63 1 TKRTIKVPHSVDCLQGILSVIPLQLLAFHLAVLRGYDVDFPRNLAKSVTVE一一C末端
Fig. 8 The protein sequence of Sacchwomyces cerevisiae
and Human GFAT
Table.1 Kinetic parameters of SH enzymes for MeHgCl
Enzyme Km (mM)*a) Ki (PM)*b) Type of inhibition
GFAT　　　5.92　　　4･07　　Non･competitive
ADH 1.54　　　50･38　　Non-competitive
__一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
GR　　　　2.54　　　70･99　　Non･competitive
___一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一~~~
LDH 1.40　　　79･58　　Non･competitive
*a) By Lineweaver-Burk analysis
*b) By Dixon analysis
噛乳類細胞におけるGFATとメチル水銀の関係
旦_輿
我々が酵母におけるメチル水銀の標的分子であることを明らかにしたGFATは､
酵母以外の生物にも広く存在し､ヒトでも様々な臓器で発現していることが確認
されている酵素である｡そこで､晴乳動物におけるメチル水銀毒性の主要標的分
子としてのGFATの可能性を､培養紳胞および実験動物を用いて検討した｡
実験方法
(1)実験材料
･細胞:ヒト子宮癌由来HeLa細胞
ヒト神経芽細胞腫由来NB-1細胞
ラット褐色細胞腫由来pc12細胞
･塩化メチル水銀(東京化成工業)
･ D-グルコサミン塩酸塩(ナカライ)
･ EDTA (+hjJf)
･ D-フルクト-スー6-リン酸(Sigma)
･L-グルタミン(ナカライ)
･無水酢酸(ナカライ)
･炭酸水素ナトリウム(ナカライ)
･ HEPES (ナカライ)
･ 刀-ジメチルアミノベンズアルデヒド(ナカライ)
･ DON(6-diaz0-5-0Xonorleucine) (Sigma)
･塩酸(ナカライ)
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･酢酸(ナカライ)
･ BSA (Sigma)
･alamarBlue (関東化学)
･ RL2抗体(monoclonalmouse anti- Cllinked N-acethylglucosamine : IgG 1)
仏FFINITY BIOREAGENTS)
･アクリルアミド(BIO-fuD)
･ビスアクリルアミド(BIO-RAD)
･過硫酸アンモニウム(APS) (BIO-fuD)
･ 2_メルカプトエタノール(ナカライ)
･ BPB (BIO-FuD)
･ anti mouse IgG-HRP(Cappel)
･Tris (ナカライ)
･グリシン(ナカライ)
･sDS (ナカライ)
･グリセリン(ナカライ)
･ブロッキング溶液(TBS系､ pH7.2) (ナカライ)
･ Tween-20(EIA Grade) (BIOJuD)
･ TEMED (BIO-fuD)
･ Bio-Rad Protein Assay染色液(BIO-FtAD)
(2)細胞の培養
細胞はD･MEM (Dulbecco's modified Eagle medium) (日水製薬)に10%fatalCalf
serum (FCS)､ L-グルタミン､ 100units/mLペニシリンG (GIBCOBRL) ､ 100
mかLストレプトマイシン(GIBCOBRL)およびNaHC03を添加した培地中(以下
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DfMEM (+)とする)で5%CO2存在下､ 37℃で培養した｡
( 3)細胞増殖に対するDONおよびメチル水銀の影響
96穴マイクロプレートにHeLa細胞およびpc12紳胞は5×103個/well､ NB-1細胞は
1×104個仙ellとなるように播き､ 24時間培養後､種々の濃度の
DONまたはメチル水銀を添加し､その24時間後にalamarBlueを用いて細胞増殖を測
定した｡すなわちalamar Blue添加2-6時間後に励起波長544nm/蛍光波長590nmにお
ける蛍光強度を測定し､未処理細胞の増殖を100%としてそれに対する割合(%)
を求めた｡
(4) DONおよびメチル水銀の細胞毒性に対するグルコサミンの影響
上記と同様にように96穴マイクロプレートに細胞を播き､ 24時間培養後､ DON
またはメチル水銀で1時間処理した｡ここにグルコサミン添加して24時間培養後
に上記の方法で細胞増殖を測定した｡
(5)細胞抽出液の調製
細胞をPBS(-)で洗浄後､回収して氷冷したPBS (-)に懸濁した｡これを4℃で
1,000Xg､ 5分間遠心し､得られた沈殿を細胞抽出用バッファー(50mMHEPES､
100mMKH2PO4､ 50mMKCl)に懸濁して氷上で超音波破砕した｡その後､ 4℃で
12,000xg､ 10分間遠心し､この上清を細胞抽出液として酵素活性の測定に用いた｡
(6) GFAT活性の測定
6mMフルクト-スー6-リン酸､ 12mMグルタミン､ 40mMリン酸ナトリウム緩衝
液(pH 7.5)および1.25 mMEDTAを含む反応溶液250mLに細胞抽出液250mLを
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添加し､ 37℃で1時間反応させた｡反応後､直ち.に沸騰水浴中で3分間加熱して酵
素反応を停止させ､ 12,000xg､ 10分間､ 4℃で遠心した｡ここで得られた上清中の
グルコサミンー6-リン酸をEIson-Morgan法の変法で定量し､ GFAT活性とした｡すな
わち､先の上清に飽和炭酸ナトリウム水溶液を50mLおよび10%無水酢酸水溶液を
50mL加え､ 5分間室温で反応させた後､沸騰水浴中で3分間で加熱した｡室温まで
冷却後､ 0.8 Mホウ酸ナトリウム水溶液100mLを加えて再び沸騰水浴中で3分間加
熱した｡これらの操作によりグルコサミンー6-リン酸はN-アセチルグルコサミンー6
_リン酸となる｡ここにエールリッヒ試薬(lM塩酸を含む1%p-ジメチルアミノベ
ンズアルデヒドの酢酸溶液)を3mL加えて､ 37℃で20分間反応後に､ 585 mmの吸光
度を測定することによりN-アセチルグルコサミンー6-リン酸濃度を求めた｡酵素活
性は1時間に生成するグルコサミンー6-リン酸の量(nmol)を蛋白質1 mg当たりに換
算した値(nmouumgprotein)で示した.なお､検量線はグルコサミ>-6-リン酸を標
準物質として用いて作製した｡
(7)乳酸デヒドロゲナ-ゼ(LDH)活性の測定
最終濃度で0.4 mMNADHおよび50mMリン酸カリウムー100 mMKCl緩衝液
(pH7.0)を含む反応溶液120に細胞抽出液60mLを添加し･ 37℃で3分間反応後､
50mMのピルピン酸ナトリウム20 mLを加え､その直後から3分閉経時的に340mm
における吸光度をマイクロプレートリーダーを用いて測定した｡酵素活性は1分
間に減少したNADH量を､蛋白質1 mg当たりに換算した値(mmoumirJmg protein)で
表した｡
(8)タンパク質濃度の定量
Bio-Rad ProteinAssay染色液を用いて色素吸着法により行ったoなお､蛋白質濃
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度はBSAを標準物質として作製した検量線より求めた｡
(9 ) SDS-PAGE用サンプルの調製
6穴プレートにHeLa細胞およびpc12細胞は1.5 × 105個/well､ NB-1細胞は3×105
個/wellとなるように播き､ 24時間培養､ DONまたはメチル水銀で1時間処理し､さ
らにグルコサミンを添加して24時間培養した｡その後､細胞をPBS (-)で洗浄し､
1,000 Xgで5分間の遠心を行い､得られた沈殿に10%SDSを含むサンプルバッファー
※を加えて5分間煮沸した｡これを4℃､ 12,000xgで10分間遠心し､その上清をサン
プルとした｡なお､電気泳動の際には､ 1レーンにつきlwell分のサンプルをアプラ
イした｡
※サンプルバッファー※
濃縮ゲル用バッファー
グリセリン
10%SDS
2-ME
O.05 %BPB溶液
精製水
total
lmL
0.8mL
1.6mL
0.4mL
0.ZmL
4mL
8mL
(1 0)電気泳動用ポリアクリルアミドゲルの作製
分離ゲル､濃縮ゲルは共に下記に示した組成で作製し､ TEMEDおよびAPSは他
の試薬を混合した後に添加した｡分離ゲルが固化してから濃縮ゲルを重層し､コ-
ムをさした後に固化させた｡
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SDS_PAGE 7.5%アクリルアミドゲル
分離ゲル
30%保存用アクリルアミド溶液※1　　3.75 mL
分離ゲル用バッファー※2
濃縮ゲル用バッファー※3
TEMED
1 0%APS
精製水
total
3.75 mL
15mL
150 mL
7.335 mL
15mL
濃縮ゲル
0.8 mL
1.5 mL
6mL
60 mL
3.634 mL
6mL
※130%保存用アクリルアミド溶液; 30%アクリルアミド､ 0.8%ビスアクリ
ルアミド
※2分離ゲル用バッファー; 0.4%SDS含有1.5MTris-HCl (pH 8.8)
※3濃縮ゲル用バッファー; 0.4%SDS含有0.5MTris-HCl (pH 6.8)
(1 1) SDS-PAGE
(1 0)で作製したゲルに(9)で調製したサンプルをアプライし､電気泳動
装置(MiniTrans-Brot Cell: BIO-fuD)にて泳動を行った｡泳動には泳動バッファー
※を精製水で5倍希釈して用いた｡
※泳動バッファー;Tris l5.14g､グリシン72.067g､ SDS5gを精製水に溶解し､
全量をlLとした
( 1 2) Westemblot
sDS_PAGEで分離したタンパク質は､プロット装置(TRANS-BLOT; BIOIRAD)
を用いてセミドライ方式によりPVDF膜(Millipore)上にトランスファーしたo　こ
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の際､ブロッテイングバッファー※1を用いて行った｡トランスファーした膜は､
ブロッキング溶液で一晩､振塗してブロッキングを行った｡ 1次抗体として､ブロッ
キング溶液で1000倍希釈したRL2抗体を1時間反応させ､その後mS※2で洗浄し､
続いて2次抗体として､ 5000倍希釈したanti mouse lgG-HRPを1時間反応させた｡そ
の後TTBSで洗浄し､さらにTBS※3で洗浄し､ ECLT" westem blo血lg detecdon
reagents (Amersham)を用いてⅩ線フイルム上にシグナルを検出した｡
※1ブロッテイングバッファー; 48mMTriS､ 39mMglycine､ 1.3mMSDS､ 20%
メタノール
※2TTBS ; 10× TriS/glysine/SDS buffer( BIO-IuD )を精製水で10倍希釈
して全量をl Lとし､そこにTween-20を0.5 mL加えた
※ 3TBS ; 10 × TriS/glysine/SDS buffer( BIO-RAD )を精製水で10倍希釈
して全量をlLとした
(13)統計処理
各データは平均値±標準誤差値で表し､有意差検定はStudent■s t-testにより行った.
(1 4) GFAT発現プラスミドの作製
pBluescript II SK(+)にhuman GFAT(hGFAT) cDNAを組み込んだpBS(+)-hGFATは
Gary L. McKmight博士より供与されたものを用いた｡ PBS(+)-hGFATからhGFAT
cDNAを単離し､ pcDNA3.1niygro/lacZベクター(Invitrogen)のBunH u池o Ⅰサイト
に入れ直してGFAT発現プラスミド(pcDNA3.1-hGFAT)を作製した｡またコント
ロールプラスミドとしてpcDNA 3.1/Hygro/血cZベクターを用いた｡
(15)プラスミドの精製
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実験で用いたプラスミドは､大腸菌(xLlBlue株)中で増幅した後に､
QIAGEN Plasmid Maxi kit (QIAGEN)により精製した｡
( 1 6 )細胞への遺伝子導入およびstable transfbrmantの作製
(14)で作製したGFAT発現プラスミドをリボフェクション法により､ 293細
胞に導入した｡すなわちFCSを含まない培地P'MEM (-) ) 96 mLにTransITT"ILT I
を4 mL摘下して軽く撹拝した後､室温で5分間放置し､そこに精製したGFAT発現
プラスミド3mgを加えて軽く撹拝し､再び5分間室温で放置した｡この混合溶液
を､ 6穴プレートで50-70%コンフルエントになるまで培養した293細胞に添加し
た｡なお､細胞は先に述べたとおりD-MEM(+)で培養した｡コントロールプラスミ
ドについても同様にして遺伝子導入を行った｡それぞれのプラスミドを導入した
細胞をハイグロマイシンB 450mgmLで処理し､ 1-2週間後に生き残って増えてき
た細胞をstabletransformantとした.なお､以後の実験には､ GFAT発現プラスミド
を導入したstable transfbrmantをGFAT高発現細胞(GFAT/293) ､コントロールベク
ターを導入したstable transformantをコントロール細胞(pcDNA3.1/293)として用い
た｡
(1 7)樹立した細胞の性質
GFAT活性の測定: 1-1と同様に､細胞抽出液を調製してGFAT活性を測定した｡
細胞増殖速度の測定: pcDNA3.1/293およびGFAT/293を6穴プレートl wellあたり5
× 104個播き､ 24､ 48､ 72時間培養後の細胞数を血球計数板を用いて数えた｡
( 1 8)メチル水銀およびDONに対する感受性
I_1で述べたように､ 96穴マイクロプレートに細胞を5×103個仙ellとなるように
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播き､ 24時間処理後の細胞増殖を測定した｡
( 1 9 )メチル水銀によるαGIcNAc含有糖鎖合成への影響
同様に6穴プレートに細胞を1.5×105個/wellとなるように播き､メチル水銀また
はDONで24時間処理した後､細胞を回収してRL2抗体を用いたWesternblotにより
αGIcNAc含有糖鎖量の変化を調べた｡
(2 0)可溶性画分の調製
Wistarratを脱血死させ､直ちに肝臓､大脳､小脳を摘出し､肝臓については還流
により血液を十分に除去した｡なお､これ以降の操作は全て4℃以下で行った｡各
臓器について､臓器重量の3倍､ 4倍､ 5倍量のhomogenate buffer※を加え､ホモジナ
イザ一により組織を破砕した｡これを1,000Xgで10分間遠心し､その上清を105,000
xgでさらに1時間遠心して､得られた上清を可溶性画分として以後の実験に用いた｡
なお､ラットの取り扱いにあたっては､東北大学薬学部動物実験委員会が作成し
た｢実験動物の取り扱いに関する指針｣に基づいて行った｡
※homogenatebuffer : 0.25 Msucrose､ 25mMKCl､ 10mMリン酸カリウム緩衝液
(pH 7.5)および用時､ 10 mM glucosel6-phosphate､ 5 mM glutamine､ 0.05 mM
glucosamine-6-phosphateを加えた
(2 1)アルコールデヒドロゲナ-ゼ(ADH)活性の測定
2.8mMNAD､ 50mMTris-HCl緩衝液(pH 7.3)およびタンバク量0.4 mgとなる
ように希釈した可溶性画分を含む反応溶液0.18 mLを37℃でプレインキュベーショ
ンし､そこに20mLの100mMエタノールを加えて､直ちに3分閉経時的に340nmに
おける吸光度をマイクロプレートリーダーを用いて測定した｡酵素活性は1分間に
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生成したNADH量を･蛋白質1 mg当たりに換算した値(mmol血i〟mgpmtein)で表
した｡
(2 2)グルタチオンレダクタ-ゼ(GR)活性の測定
50mMリン酸カリウムー100mMKCl (pH7.0) ､ 0.2mMNADPHおよび可溶性画
分(タンバク量0.2mg)を含む反応溶液0.18mLを37℃でプレインキュベーション
し､そこに20mLの2.5mM酸化型グルタチオン(GSSG)を加えて､直ちに3分間経
時的に340nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーを用いて測定した｡酵
素活性は1分間に減少したNADPH量を､蛋白質1mg当たりに換算した値
(mmol/min/mg protein)で表した｡
､ (23)メチル水銀の投与
Wistarratの皮下に0､ 2･5､ 5または10mgA(g/dayのメチル水銀(10mMNaHCO3緩
衝液(pH9.2)溶解)を1日1回ずつ､連続6日間投与した｡各投与群をA､ B､ Cおよ
びD群とし､各群4匹ずつ処理を行った｡なお､ラットの取り扱いにあたっては､
東北大学薬学部動物実験委員会が作成した｢実験動物の取り扱いに関する指針｣
に基づいて行った｡
(24)各臓器の水銀濃度の測定
各群の肝臓､大脳および小脳を湿式灰化した後に､それらの総水銀量を還元気
化一原子吸光法により測定した｡すなわち各臓器の一部(約0.1 g)を試験管にとり､
混酸(硝酸:過塩素酸-4: 1) 5mLを加えて120℃で2-3時間加熱し､放冷後､精
製水を加えて全量を5 mLとし､その一部を自動水銀分析装置に注入して測定した｡
なお､検量線は塩化第二水銀を用いて作製した｡
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(25)組織切片の作製と染色
(23)に従ってメチル水銀で処理したラットから小脳を摘出し､ブアン固定液
(ピクリン酸:ホルマリン:氷酢酸-15:5:1)中で一晩固定した｡これを70%
エタノールに移し､ピクリン酸を十分溶出させてから徐々にエタノールの濃度を
上げて脱水させ､パラフィン(TissuePrep)で包埋した｡これをミクロトームでス
ライスし､予めTESPAコーティングしておいたスライドガラスに封入した｡小脳
切片を封入したスライドガラスはキシレンおよびエタノールに浸し､続けてHE
(Hematoxylin-Eosin)染色を行った｡
結果および考察
まず､ HeLa細胞のGFAT活性に対するメチル水銀の影響を検討した｡その結果､
メチル水銀の添加濃度に依存してGFAT活性は阻害され(Fig. 2B) ､細胞増殖も同
様に抑制された(Fig.2A) ｡またこの時､ GFAT以外のSH酵素の一例として測定
したLDHの活性は本実験条件下ではほとんど阻害されなかった(Fig. 2B) ｡この
ことからヒトの細胞においても､酵母の場合と同様に､ GFAT阻害がメチル水銀毒
性の発現に関与している可能性が考えられた｡
次に､グルコサミン添加による細胞毒性軽減作用の検討を行った｡ ､グルコサ
ミンー6-リン酸は培地中に添加しても細胞内に取り込まれないが､グルコサミンは
そのまま取り込まれて細胞内でグルコサミンー6-リン酸に変換されることが知られ
ている｡酵母においてはグルコサミン添加によりメチル水銀の細胞毒性が顕著に
軽減されることから､培養細胞でもこのような現象が見られれば､晴乳類におい
てもGFATがメチル水銀標的分子であるという仮説が強く支持されるものと思われ
る｡そこで､ HeLa細胞をメチル水銀で1時間前処理した後にグルコサミンを添加
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し､ 24時間後の細胞増殖を調べた｡その結果､ HeLa細胞ではグルコサミンによる
メチル水銀毒性軽減作用はほとんど認められなかった(Fig. 3) ｡この理由として､
(1) HeLa細胞ではグルコサミンがグルコサミンー6-リン酸に十分変換されない･もし
くは(2) GFAT以外の細胞内分子が細胞毒性により大きく関与しているという可能
性を考えることもできる｡そこでGFAT阻害剤として知られている
6_diaz._5_oxonorleucine (DON)を用いて同様の実験を行った｡ HeLa細胞のGFAT活
性は､メチル水銀の場合と同様にDONによっても濃度依存的に阻害された(Fig. 4) ｡
しかし､ DONの細胞毒性は､メチル水銀とは異なり､グルコサミンの添加により
有意に軽減された(Fig. 5) ｡この結果から､ HeLa細胞においては､ GFAT阻害が
メチル水銀毒性の発現に関係しない可能性も考えられる｡先に述べたように､
GFATは糖鎖合成に関与するへキソサミン生合成経路の初発反応を触媒する酵素で､
これが阻害されると､種々の糖鎖合成が減少して､細胞増殖が抑制されると考え
られる｡そこで糖鎖合成に対するメチル水銀の影響を､ 0-結合型N-アセチルグル
コサミン(αGIcNAc)を指標に､これを認識するRL2抗体を用いたウエスタンプ
ロット法により調べた｡ 0-GIcNAcは真核生物に普遍的かつ豊富に存在することが
知られており､その代謝回転速度は速く､また細胞内に存在する種々の重要
なタンパク質を0-GIcNAc化し､様々な細胞機能を調節していると考えられている0
ウエスタンプロットq)結果､ aGIcNAcを含有する糖鎖の量はメチル水銀処理によ
りほとんど変化せず､少なくともHeLa細胞ではGFAT活性阻害の影響がαGIcNAc
含有糖鎖の量には直ちには反映されない可能性が示された(Fig. 6) ｡なお､本実
験において､グルコサミンの単独添加による糖鎖量の増加が認められた(Fig. 6) ｡
この現象はメチル水銀存在時にも認められたことから(Fig. 6) ､メチル水銀存在
下でもグルコサミン-グルコサミンー6-リン酸の反応は進行しているものと思われ
る｡
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HeLa細胞のGFATは確かにメチル水銀により阻害されることが確認されたが､細
胞内にグルコサミン-6-リン酸を供給してもメチル水銀毒性は軽減されないことか
ら､少なくともHeLa細胞においてはGFATはメチル水銀毒性の主要な標的分子では
ない可能性も考えられる｡
メチル水銀の標的器官は中枢神経であり､また神経系における様々な現象に糖
鎖が関与すると考えられていることなどから､神経系の紳胞は非神経系細胞とは
異なる結果を与える可能性も十分考えられる｡そこで次に､同様の検討を神経系
の細胞を用いて行った｡実験には､ヒト神経芽細胞腫由来NB-1細胞および神経細
胞に分化し得るラット褐色細胞腫由来PC12紳胞を用いた｡その結果､両細胞共に
メチル水銀処理により濃度依存的に細胞増殖は抑制されたが(Fig. 7A, 9A) ､
HeLa細胞の場合と同様､グルコサミ●ン添加による毒性軽減は認められなかった
(Fig. 7B, 9B) ｡一方､ HeLa細胞ではグルコサミンによる軽減が観察されたDON
の細胞毒性も､ NB-1細胞(Fig. 7)およびpc12細胞(Fig.9)ではほとんど認めら
れなかった｡また､ αGIcNAc含有糖鎖の合成量の変化をRL2抗体を用いたウエス
タンプロット法で調べたところ､ NB-1細胞ではメチル水銀またはDON処理による
減少が認められ､この際DONにより減少したαGIcNAc含有糖鏡量はグルコサミン
添加により僅かに増加したが､メチル水銀処理群ではグルコサミンの効果はほと
んど認められなかった(Fig.8) ｡しかし､グルコサミ
ン単独添加時にもCIGIcNAc含有糖鎖量の増加が認められていることからqig. 8) ､
NB-1細胞ではメチル水銀添加時に､グルコサミンをグルコサミンー6-リン酸に変換
するへキソキナ-ゼ活性が阻害されている可能性も考えられる｡一方､ PC12細胞
では､メチル水銀またはDON処理の有無にかかわらずグルコサミン添加による
αGIcNAc含有糖鎖量の増加が観察されたが､メチル水銀またはDONの単独処理に
よる減少はほとんど認められなかった(Fig. 10)
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RL2抗体によって測定されるaGIcNAc含有糖鎖量はGFAT活性の阻害程度の指標
として他の研究者によっても用いられている｡しかし本研究においては､ HeLa細
胞やPC12細胞の細胞増殖がメチル水銀やDONによって抑制されている状態におい
てもαGl｡NAc含有糖鎖量の減少は観察されなかった｡これらの結果は､ GFAT活性
の阻害が必ずしもαGIcNAc含有糖鏡量に反映されるとは限らないことを示してい
る｡ NB_1細胞では細胞毒性の認められる濃度のメチル水銀やDONでαGIcNAc含有
糖鎖量の減少が観察されたが､細胞種によって応答性が大きく異なることから､
αGIcNAc含有糖鎖量はGFAT活性の指標としては適当でないと考えるのが妥当であ
ろう｡今後はαGIcNAc含有糖鎖よりも代謝回転の速い指標を選択する必要がある
かもしれない｡一方､酵母では顕著なメチル水銀毒性の軽減が認められているグ
ルコサミン添加の効果6)も､本研究においてはHeLa細胞でDON処理時に観察され
たのみで､ PC12細胞およびNB-1細胞ではメチル水銀処理のみならずDON処理時に
も認められなかった｡以上の結果から､メチル水銀毒性の標的分子としてのGFAT
の可能性を検討するには､糖鎖量の変動やグルコサミン添加の効果でなく･他の
方法を用いる必要があると考えられる｡
酵母において認められたグルコサミン添加によるメチル水銀毒性軽減効果は､
少なくとも本検討で用いた培養紳胞ではほとんど認められなかったo酵母では
GFATが過剰発現するとメチル水銀に対して耐性を示すようになることが明らかに
されている｡そこで晴乳類細胞を用いて､ GFATの高発現がメチル水銀の細胞毒性
に与える影響を検討した｡ Fig･ 11に示したようなpcDNA3･1-hGFATプラスミドを構
築し､これを293細胞に導入することによって､ stable transformantの作製を試みた｡
なお､ GFATが高発現しているか否かはGFAT活性を測定して判定した｡その結果､
6つのクローン(Cl-C6)が得られ､そのうち最も高い活性を示したクローンC6を
GFAT高発現細胞(GFAT/293)として実験に用いた(Fig. 12B) ｡コントロールベ
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クタ-も､同様に293細胞に導入してstable transfbrmant (pcDNA3.1/293)を作製し
た｡
pcDNA3. 1/293およびGFAT/293は共に遺伝子導入による形態変化や増殖速度の変
化は見られなかった(Fig. 12A) ｡また､継代を重ねてもGFAT活性の大きな変化
は観察されなかった｡まず､これらの細胞を用いてメチル水銀に対する感受性を
調べたところ､ pcDNA3.1/293とGFA¶293との間に差は認められなかった(Fig.
13A) ｡また､ GFAT阻害剤であるDONに対しても両細胞でほとんど感受性に差は
なかった(Fig. 13B) ｡次に､メチル水銀によるαGIcNAc含有糖鎖量の変化を調べ
たところ､どちらの細胞も糖鎖量に差はなく､またメチル水銀による変化も認め
られなかった(Fig. 14) ｡主に脂肪組織､心筋および骨格筋でGFATを高発現する
トランスジェニックマウスがこれま七に作製されており､このマウスの骨格筋の
UDP-N-アセチルへキソサミン量がコントロールマウスに比べて高いとの報告があ
る｡このことから､今回のGFAT高発現細胞でも糖鎖合成が上昇することが予想さ
れたが､ 293細胞ではそのような現象は起こっていないものと考えられる｡なお､
GFAT高発現細胞はこれまでにRat-1線維芽細胞などで作製されているが､これらの
細胞においては糖鎖合成は検討されていない｡
293細胞中でGFATを高発現させてもメチル水銀に対する感受性に変化がなかっ
たことから､少なくとも293紳胞においては､ GFATがメチル水銀の主要標的分子
でない可能性も考えられる｡
そこでラットの肝臓､大脳､小脳を用いて､メチル水銀によるGFAT活性阻害効
果についてin vl'b10での検討を行った｡ GFATはメチル水銀との親和性が高いと言わ
れているSH酵素の一つで､水銀化合物によりその活性が阻害されることが知られ
ている｡そこで､ラットの肝臓､大脳および小脳の可溶性画分に存在するGFATに
ついて､メチル水銀による阻害効果を比較した｡その結果､ GFAT活性はどの臓器
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においてもメチル水銀の濃度に依存して阻害され､ 5 0mMでほぼ完全に阻害され
た(Fig. 15-17) ｡また他のSH酵素についても調べたところ､ LDHは本実験条件下
ではほとんど阻害されなかったが､ ADHおよびGRはGFATが阻害される濃度範囲
で阻害が見られた｡ ADHおよびGRに比べて肝臓や大脳ではGFATは低濃度のメチ
ル水銀(0-10mM)で阻害される傾向が認められたが､小脳ではGRの方がGFAT
よりも低濃度のメチル水銀によって阻害された｡なお､ GFATに対するメチル水銀
のIC5｡は肝臓で3.5mM､大脳で2.8mM､小脳で12mMと計算されたoメチル水銀
の標的臓器と言われている小脳では､他の臓器と比べてIC5｡値が大きかったが､メ
チル水銀と結合しうる物質(脂溶性物質やGSHなど)の量は各臓器により異なり､
その影響も無視できない｡
何れにしろ､今回のin vl･b10での検討では､酵母での結果ほど特異的なメチル水
銀によるGFAT阻害は観察されず､少なくともラットのGFATは酵母の場合とは異
なり､メチル水銀に対する親和性がさほど高くないことが示唆された｡しかし､
今回測定したADHやGRは生体にとって必須の酵素ではない｡これに対してGFAT
は細胞の増殖や機能維持に必須の酵素である｡また個体レベルで実際に生体内に
摂取されたメチル水銀は脳に蓄積しやすく､このような体内分布も考慮に入れな
ければならない｡
そこで､ラットにメチル水銀を投与し､その時の生体内のGFAT活性や水銀蓄積
量を測定し､先の結果と合わせて､ GFATのメチル水銀標的因子としての可能性を
検討した｡ラットにメチル水銀を皮下投与したところ､投与開始後5日目からコ
ントロール群(A)とD群との体重に差が認められ始め､ 14日目ではD群の方が約
50gほど低い値を示した(Fig. 18-1) 0 10日日あたりからB-D群では下痢が見られ､
食餌摂取量もコントロールに比べてやや少ない傾向を示した｡投与開始後14日目
に各群のラットから肝臓､大脳および小脳を摘出したところ､臓器重量は大脳･
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小脳では各群でほとんど差はなかったが､肝臓ではメチル水銀投与量の増加に伴っ
て減少した(Fig. 18-2A) ｡また､各臓器の総水銀量はメチル水銀投与量の多い群
ほど高い値を示し､組織間では肝臓での水銀蓄積量が最も多かった(Fig. 18-2B) ｡
GFAT活性はFig. 19に示すように､どの臓器においても投与量に依存した阻害が認
められたが､小脳のGFATが特に阻害されやすい傾向が認められた0
ラットにメチル水銀を投与した際に見られる神経症状としては､後肢交叉や失
調性歩行､ tailrotadonなどが挙げられる｡しかし､今回の実験では､ D群で失調性
歩行は見られたものの､後肢交叉はどの群においても認められなかった｡水俣病
患者の小脳病変では､特異的な小脳頼粒細胞の脱落が報告されている｡ラットで
も同様の現象が認められることから､ A､ D群の小脳切片を作製し､ HE染色したと
ころ､ D群においても顕著な頬粒細胞の脱落は観察されなかった｡
以上のように､ラットにメチル水銀を投与すると､小脳中のGFAT活性が肝臓や
大脳に比べて阻害されやすいという結果が得られたが､今回の実験においてはメ
チル水銀による中枢神経障害の程度が低く､小脳中GFAT活性と中枢神経障害との
関連についての知見を得ることができなかった｡しかし総水銀濃度は肝臓よりも
小脳の方が低いのにもかかわらず､ GFAT活性は小脳中の方が阻害されやすいとい
う本研究結果は､ iL7 tq'voにおけるメチル水銀の標的分子としてのGFATの可能性を
考える上で興味深く､さらに詳細な検討が必要がもしれない｡
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Fig･ 1 Schematic representation of the hex-mine biosynthetic pathway･ Glucose entersthe
cells through the acdon of glucose transporters andthen rapidly phosphorylated to glucose-6-
phosphate (GIc-6-P) bythe action of hexokinase･ The majority of GIc-6-P is metabolized a-gh
glycogen synthesis,glycolysis･and pentose phosphate shunt (not shown)･ However･ 113% of the
incomingglucose is used for the formadon of glucosamine-6-phosphate(GIcN-6-P) via the action of
glutmine:fructose-6-phosphate amidotransferase (GFAT) which is inhiited by methylmercuric
chloride (MeHgCl)･ Glucosamine (GIcN) is also transported viathe GIcN transporter systemand
then directly entersthe hexosamine biosynthetic pathway atthe level of GIcN-6-P･ Further
metabolisim of GIcN-6-P ultimately leads tothe formation of UDP-GIcNAc which is the precursor
fo, the fomation of proteoglycanS, glycoproteins, gangliosidesandglycolipids･ The abbreviations
usedare: GIcN- I -P;glucosaminel 1 -phosphate･ UDPIGIcNAc; UDP-N -acethlglucosamine･
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Fig･ 2 EJTect ofMeHgCI on growth and GFAT activity ofHeLa cells･ HeLa cells
wereincubated for 24 h in medium contalnlng Various concantrations of MeHgCl･ Then
cell growth(A)and enzyme activity(B) of GFAT (+) or lactate dehydrogenase (LDH,
◇) were determined. Cell growthand enzyme activity of non-treated group is
indicated as l00偽. Values werethe means ± SD (n=3). The results were confirmed
by血'ee separate experiments･
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FSg. 3 Effect ofglucosamhe on toxicity of MeHgCl in HeLa cells･ HeLa cells (5 x 103) were
incubated for 60min in medium contalnlng indicated concantrations of MeHgCl･ Then glucosamine
(GIcN) was added to the culttlre mediumand incubated further 24 hand cell growthwere
detemined. Cell growthof non-treated group is indicated as lOO%･ Values were the means ± SD
(∩-4).
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Fig. 4　EWects of DON
and MeI屯Cl on GFAT
activity in lysate of
HeLacells.　Lysate
prepared kom HeLa
cells was hcubated 37
℃ for 60minwith
DON (open column) or
MeHgCl (hatched
coluTm). Then levels of
GFAT activitywere
determined.
[コ　GIcN OmM
EI GIcNIOmM
固　GIcN20mM
DON (LJM)　　0　　　　　　　　40　　　　　　　100
Fig･ 5 Efrcct ofかco姐mine on toxicity ofm)N in HeLa celb･ Heh cells(5 冗 103) weze incubated for 60min in medium containing
indicated concazmdons of DON. men glucosa-e (GIcN) was added tothe culttwe medium andincubaLed hher 24 h aJld then cell growth
we.e detemined. Cell growthof Ron-treated group isindicated as 100%･ Values were the trLeanS ± SD (n=4) ･ Stadsdcal significance; *p'
0.00l versus coresponding control
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Fig. 6 RL2 Westem blot analysis ofglycoproteins extracted from
HeLa cells treatedwith MeHgCl. HeLa cells (1.5 A 105) we,e
incubated for 24 h in mediumContalnlng indicated concentrations of
MeHgCl. TYlen Cells were harvestedand cell lysate were prepared･ Proteins
were separated by electrophoresis on 7･5% (W/V) polyacrylamide gel,
transferred onto a PVDF membraneand immunoblotted with RL2 antibody
which recogmized 0-GIcNAc･ One representative experiment out of three
independent experiments is shown･
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Fig. 7 Sensitivity of NB-1 cells to MeHgCl and effect ofglucosamine on toxicity of DON or
MeHgCl･ (A) NB-I cells (I x 104) were incubated for 24 h in medium containing various
concantrations of MeHgCland then cell growthwas detemined･
(B) NB- 1 cells ( l x 104) were incubated for 60 min in medium containing indicated concantrations
of MeHgCl or DON･ Then GIcN was added tothe culttue medium and incubated further 24 h･ Cell
growthof non-treated group is indicated as lOO%･ Values werethe means j= SD (n-4)･
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Fig. 8 RL2 Westem blotanalysis ofglycoproteins extracted from NBll ceus treatedwith
DON or MeHgCl. NB-1 cells (3 冗 105) wereincubated for 24 h in medium containing
indicated concentrations of MeHgCl or DON･ Then cells were harvested and cell lysate were
prepared. Proteins were separated by electrophoresis on 7･5% (W/V) Polyacrylamide gel,
transferred onto a PVDF membrane and immunoblotted withRL2antibody which recognized
o-GIcNAc･ One representative experiment out of three independent experiments is shown･
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Fig. 9 SexLSitivity of PC12 ccus to MeHgCl and曲ct ofglucosamine on toxicity of DON or
Me鞄Cl. (A) PC12 cells (5 x 103) were incubated for 24 h in medium containing various
concantrations of MeHgClandthen cell growthwas dete-ined･ (B) PC12 cells (5 x 103) were
incubated for 60min in medium contalnlng indicated concantrations of MeHgCl or DON･ Then
GIcN was added to the culture mediumand incubated further 24 hand cell growthwere detemined･
cell grow血of non-treated group is indicated as l00%･ Values werethe means ± SD (n=4)･
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Fig. 10 RL2 Western blot analysis ofglycoproteins extracted from PC12 cclls treated
with DONor MeHgCl. PC12 cells (3 x 105) we,e incubated for 24 h in medium
contalnlng indicated concentrations of MeHgCl or DON･ men cells were harvestedand
cell lysate were prepared. Proteins were separated by electrophoresis on 7･5% (W/V)
polyacrylamide gel, transferred onto a PVDF membraneand irrmunOblotted withRL2
antibody which recogmized OIGIcNAc･ One representative expenment out of three
independent experiments is shown･
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Fig･ ll Structure of the pcDNA3･1･hGFAT vector･ HumanGFAT
OIGFAT) CDNA was cloned betweenthe BamHI/Xho I sites of mammalian
expression plasmidpeDNA3･ 1/Hygro/lac Z downsteamofthe CMV
prOmOtOr･
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Fig･ 12 EWects of GFAT overexpression on GFAT activity and growth of 293 cells･
(A) Transfection of human embryomic kidney 293 cells wereperfTomed as described in
methods･ Cells were grown in G418 containing medium to allow for the selection of cells
stably overexpressing humanGFAT (hGFAT) ･ Six clonalcell lines were selected as
GFAT/293 (Cl -C6). A cell line transfected withvector alone was used as con仕ol
(pcDNA3.I/293) ･ (B) Cells were incubated for 24, 48, 72handthen cell number was
detemined by countlng Witha hemacytometer ･
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Fig･ 13 EErects of GFAT overexpression on toxicity of MeHgCl and DON in 293 cclls･
pcDNA3･l/293 (D)and GFAT/293 (.) cells (5 A l03)were incubated for 24 hinmedium
containing various concantrations of MeHgCl (A) or DON (B)･ Then cell growdl Was detemined
and cell growthof non-treated group is indicated as lOO%･ Values werethe means ± SD (n-4)･
The results were confirmed by three separate experiments･
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Fig･ 14 Effect of GFAT overexpression on OIGIcNAc synthesisin293 ceIIs･
pcDNA3.1/293 and GFAT/293 cells (1.5 x lが) were incubated f♭r 24 h in medium
contalnlngindicated concentrations of MeHgCland DON･ Then cells were harvestedand
cell lysate were prepared. Proteins were separated by electrophoresis on 7･5% (〟Ⅴ)
Polyacrylamide gel, transferred onto a PVDF membrane and immunoblotted withRL2
antibody which recogmized 0-GIcNAc･ One representative experiment out of three
independent experlmentS is shown･
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Fig･ 15 1m γ加euect of MeHgCl on activity of SH em町meS in cytosol of ratliver･
cytosol prepared from rat liver was incubated in reaction mixture containing each substrates
wi血α without MeHgCl. Each point represents血e mean ± SD (n=3)･ The results were
confirmed by three separate experiments･ The abbreviations used are: ADH; alchol
dehydrogenase, LDH; 1actate dehydrogenase, GR; glutathione reductase･
-64-
??
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
?
?
1 0　　　20　　　30　　　40　　50
MeHgCl (pM))
S G FAT
l0　LDH
一一△-　GR
Fig･ 16 1n vi加efrect of MeHgCl on activity of SII emymeS in cytosol of rat cerebrum･
Cytosol prepared丘om rat cerebrum wasincubated in reaction mixture contalnlng each
substrates with or without MeHgCl. Each point representsthe mean± SD (n=3) ･ The results
were confirmed by three separate experiments･
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Fig･ 17 Ln vz'Lro eWect of MeHgCl on activity of SH enZyTes in cytosol of rat cerebelltlm･
Cytosol prepared from rat cerebellum wasincubated in reaction mixture containing each
substrates withorwithout MeHgCl. Each point represents the meanj= SD (n=3)･ The results
were confirmed bythree separate experiments･
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Fig. 18･l Changes of body weight in control and MeHgCl･treated rats･ Male Wistarrats were given s･C･ injections of MeHgCl
dissolved in 10 mM NaHCO3 buffer (pH 9･2) at doses of2･5 (B), 5 (C) and 10 mgn(g/day once a day for six days･ Control rats (A)
recieved vehiclealone. Each point represents the mean ± SD of six rats･
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Fig. 18･2 Changes of tissue weight (A) and mercury concentration (B) in tissues of rat after
administration of MeHgCl.
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Fig･ lp GFAT activity intissues of rat after admimistration of MeHgCl･ The cytosol
fhctions were prepared from liver, cerebrum, and cerebellum of rats treated withMeHgCl (see
Fig. 18-1) and GFAT activity was measured･
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